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(u) OHtnlegungttfg: 



P41 38042.8 
19. 11.91 



C07G 11/00 
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303:00)C07O 313:00, 
277:24 (CUP 17/18, 
CUR 1:01) 
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Besehreibung 

Die Erfindung betrifft Epoihilone der (olgenden illf emetnen Formel: 



i 



10 




'* worin R' Wjjiertioff.C.-C. AlkyLC.-C-Acyl. U*. K*. Na*. 1/2 Mg-* oder 1/2 Ca'* bedeutei und R 
Wijienioflrlereine Meihylgruppedaniellt. 

Femer betrifft die Erfindung eine Epothilon. gelicnnjeichnet durch eincn oder mehrcre der fol?enden Para 
meter: 

» 

'H-NMR-OaitB "C-NMRDiten 
Atom Aioiti 



21 



10 



J5 



4t 



:a 


2.4 


1 


I70J 


2b . 


2i2 


2 


39.1 


] 


4.19 


3 


73.2 


6 


3.2 


4 


53.0 


7 


3.78 


5 


219.9 


S 


1.73 


6 


43.5 


9a 


1.4 


7 


74.7 


9b 


I.S2 


8 


36.4 


10a 


1.4 


9 


30J 


lOb 


1.4 


10 


23.6 


iia 


1.42 


II 


27.6 


lib 


1.; 


12 


57.4 


12 


2.9 


13 


54.6 


I] 


3.01 


14 


31.7 


14a 


1.85 


15 


753 


14b 


2.1 1 


16 


137.4 


IS 


5.41 


17 


120.1 


ir 


6.6 


18 


152.1 


19 


6.99 


19 


1I6J 


21M 


1.08 


20 


165.0 


::•) 


US 


21*) 


20.4 


2} 


1.15 


22M 


21.6 


24 


0.9J 


21 


14.1 


25 


2.05 


24 


17.1 


26 


2.69 


25 


15.6 




26 


19.1 



') Zuordnung vcnauKhfeir. 



C»H,.N0.S149J) 
„ FAS-MS(ne«.loneii):4».23faf(MH)- 

UV(MeOH)JU«(lo|e) - 210(4.1 ;):249(3.9r) 



«M»:»66r»jr: I7J7: 1691: 1463: 1374: 1295: 1257; 1 185: 1 150: 1087 

** OC:Rr-07$ 

OC-AlufoHciO Fn4. Merck: Uulmittel: 
Didilormethan/Meihanol - 90 : 1 
Deiekiion: 

HPLC:Ri - 5.4 min 



2 
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SIule:4 X 250mmUchfOJorbRP-l8 7tim.Merck: 
RuO: \Ji ml/min: Uufmitiel: Methanol/Wijier - 55 ; 35 
Dctektor:UV}S4nm 

Dej weiieren beiriffi die r 'induni ein Epoihilon. gekennteichnel durch einen oder mehrere der (olgcnden t 
P»r»meter: 



'H-NMR-Oaien 'K:-NMR-Daien 
Atom Aiom 



:a 


122 dd 


1 


I70J 


:b 


2J3 dd 


2 


39.4 


] 


4^4 dd 


3 


72.9 


6 


Utm 


4 


53J 


7 


3.75 dd 


5 


219.8 


i 


1.73 m 


6 


43.1 


9a 


t.4 m 


7. 


74J 


9b 


Urn 


8 


36.6 


tOa 


1.4 m 


9 


30.9 


lOb 


1.4 m 


10 


22J 


iia 


1.42 m 


II 


32J 


lib 


1.7 m 


12 


6IJ 


12 




13 


6IJ 


11 


2Jdd 


14 


3Z4 


I4t 


1.9 ddd 


15 


76.9 


Mb 


2.) ddd 


16 


1373 


IS 


S.4I dd 


17 


120.0 


17 


6.6 < 


It 


IS2.I 


19 


6.99 s 


19 


116.2 


21*) 


I.OSt 


20 


1611 


22') 


lJ6t 


21') 


19.7 


23 


l.l5d 


22') 


2\i 


24. 


032 d 


23 


117 


25 


ZAS< 


24 


17.1 


26 


2.69 1 


25 


15.7 


27 


1.28 1 


26 


19.0 






27 


227 



(R'-CHi) 

*) Zuordnufif venauKhbar 



Ci.H4iNO^507) 

FAB-MS(nef . lonen): 506J5 Iflr (M-H)- 
UV(MeOH)A«..{lo|t) - 210(4.I7):249<3.97) 

1'^J^340o"29m!m3I:2875! I73S: 1689: 1629: 1609: 1463: 1378: 1250: 1 149: 1049:977 cm'' 
OC: Rr - 0.75 

OC-Alufolic 60 F:t4. Merck: Uufmiuei: 
Diehlormethan/MethinoJ - 90 : 10 
Oeiekiion: 

1. UV.UJichuntbet254nm ^ ^ i. - 

2. Anipnihtti mil Vtmlm/SchwefeMure- Reaf eni und erhitu luf 1 20*C braune Anf* rbunf 

HPLCRi -SJmin 

Slulc:4 X 230mmLiehro»fbRP'l8 7|»(n.Merck: 
FluO: I S ml/min: Laufmiitcl: Mcihanol/ WatMr • 65 : 35 
D«iekiorUV254Bm 

Betonden bevortuft »ind Epothilone mil der fol|«nden SirukiuKortnel 



3 
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10 •■• 




worin R. Wjsjenioff odcr Meihyl bedcuiei.(Da» KnhlcnMoffaiom Ucr Mcthylgruppe wirri all C27 bezctchnet). 
Fcrner betrifft die Erfindung ein Vcrfahrcn rum Ccwmncn von Epoihilonen. inibeiondere dcr vor^ichcnd 
chirakieritienen Epoihilone.datdadurch (ckcnnrcichnct iM.daO man den Siamm So ce90 OSM 677} 

— in eincm Kohlentioffquellen. Siiclcsioffqueilcn und Mincralftaixe cnihalienden Medium kuliivicrt. 

— eniweder wjhrend dcr Kuliivicnjng detSiammirtodcr anschlicUcnd cm Adsorbcrhar/ iusci7.i. 

— die Fermenicrbrtihe abirennt. 

— die Epothilone aus dem Adiorbcrhar; eluicri und 

— die Eluate direki oder iiber weiterc Rcmi|!un(^vchriiie von dem/den Ixsungsmiitelfn) befreii. 

— und gcgebenenfalls iiber Hochdruck/Niederdruckchromaiographie und/oder Umkriiiallisaiion die vcr- 
schiedcnen Epoihilone aufreinigt und voneinander irennt. 

Cegebenenfaiti kOnnen die lo gewonnenen Epoihilone mil gjngigen chemisehen Verfahren weiier umgeseizi 
werden. z. B. mil Baten in die Alkali- und Erdalkalitaize uberluhn und gegebenenfalls weiier zu Eihern umge- 
seizi werden. oder tie k6nnen mil organischcn Siiuren in die entiprechenden Eiier uberfijhn werden. 

Ferner beiriffi die Erfindung ein Miiiel fur den Pnanzenschuiz in Landwintchafi. Foniwinschafi und/oder 
Canenbau. besiehcnd aus einem oder mehrcren dcr voniehend aufge(vihrien Epoihilone oder eines oder 
mehrerc dicier Epoihilone enihalicnd. gegebenenfalls neben einem oder mehreren iiblichen TrUgertn) und/oder 
VerdannungimiiieUn). ' 

SchlieOlich beirifft die ErOndung ein iherapeuiisches MiiieL das intbesondere cyioioxische Akiiviiiten em- 
wickeln und/oder immunsupression bewirken kann. besiehend aus einem Oder mehreren der voniehend aufge- 
fuhnen Epothilone oder eines Oder mehrcre dieser Epoihilone enihaliend. gegebenenfalls neben einem oder 
mehreren iiblichen Tr3ger(n) und/oder VcrdiinnungsmiiieKn). 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen und eiperimeniellen Daien nahcr erUuicri. 

Produkiionssiamm 

Siamm Soce90 wurde im |uli 1985 an der Gesellschafi fur Dioiechnologische Forschung (CBF) aus einer 
Bodenprobe von den Ufern des Zambesi. Siidafrika. isolieri. Der Siamm isi bei der Dcuischen S;immlung von 
Mikroorg3nismen(DSM)unier Nr. 677] hinierlegt. 

Siammkuliur und morphologische Beschreibunc. Der Siamm wachsi auf Cellulose als einziger Kohlensioff- 
und Energiequelle mil KNOi als einzige Slicksioffquelle. z. B. auf Tilierpapter Uber ST2t Mineralsalzagar (0.1% 
KNO.: 0.1% MgSO. x 7 HrO: 0.1% CaClj x 2 H/i: 0.1% K..HPO.: 0.01% MnSO. x 7 H;0: 0.02% FeOi; 
0.002% Hefeexiraki: Siindard-SpurenelemenilOsuhg: 1% Agar). Auf diesem Medium werden dunkelroibraune 
bis schwarzbriune FruchikOrper gebildel. besiehend aus kieinen Sprangiolen (eiwa 1 5 bis iO |im Ourchmesser) 
in mehr oder weniger g roOen dichien Hauf en und Pakeien. 

Der Siamm wachst sehr gui mil Glucose und KNOi. z. B.auf CA2-Agar (Crundmedium: I.S g Agar in 92 ml 
Aquadesi.:Siamml(Jsunf 1: 7J% KNOi. 7.5% K-HPO. in Aqua dcsi.iSiammldsunp 2: 1.5% MgSO. x 7 H.-Oin 
Aqua desi.: Siammlesunj 3:0J% CaOi x 2 HK3.0lI5% FeOt in Aqua desi.: Siammlosung «; 20% Glucose in 
Aqua desi. Die Siammlosungen werden dureh Auioklavtcren sierilisien. |e I ml der LOsungen I bis J. sowie J ml 
der Losung * werden dem Crundmedium zugegcben. ebenso eine geeigneie Menge einer Spurenelemenile- 
lungV 

Die vegeiaiiven SUbchen haben fiir Sorangtum typischen Form (relaiiv derbe. im Phasenkomrastmikroskop 
dunkle. zylindrnehe SiSbchen mil breii abgerundeien Enden. im Miiiel 3-6 ^m lang und I lun dick). Nach 
lingerer Adapuiion an dat Wachsitiin in Fliissigmctlien wachsi der Siamm in homogener Zellsuspension. 

Der Siamm So c«90 produzien chemiseh nahe verwindie Verbindungen. die annbioiisehe Akiiviiai besiizen. 
Insbesondert find diese Verbindungen cytoioiisch sowie antifungal witksam. Hervorruheben rsi z. B. die Hem- 
mung von Mucor hiemlit. 

' Produktion der biologisch akiiven Verbindungen 

Die Verbindunten werden wahrend der logariihmisehen bis hin zur siaiionaren Wachsiumsphase produziert. 

*. * * • J n p.- lAMt tr ...... ^.mU &/1 1 IlIm4mihi fASQf 

Eine 
, Stlrke: 
geliillt 

SchUttelkolben angexogenen Vwi.-..— \." •K"- — ■ . ^_ . - _ „rtu i..; 

keit von SCO upm und eincr BelUfiung von 0.2 NL pro m' und Sid. der pH-Wert w.rd durch Zugab* von KOH be. 
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7.4 gehihen. Die Fermemiiion daueri 7 - 10 Tjge . Die gebildeten akiiven Verbindungen b<finden lich tells Itn 

Oberjtind und leili In den Zellen. _ ^ ^ , 

AUemiiiv dazu kinn In Cegenwari von Adiorberhjnen (t 0. XAD-1 180. Rohm und Haai. 2-5%) (ermen- 

liert werden. 

Iioiiening von Epothilon A und B 

Wlh«nd der Fermentation von Sorangmm celluloium So ce90 (t B. 701 
wart eine. Adsorberhartej (i. B.: XAD-Iisa R6hm und Ha.i. 2% v/v) werden d.e ««b.ldetenJuu.b.ouk. 
Epothilon A (Abb. I ) und B (Abb. 2) vollstandig an dai Hari gebunden. Naeh Abtrennun, der brthe ^ B; 
du«h Absieben In e.neifl ProteOniter) wird da. Hart mi. 3 Bet.volumen W.«.r gttw.vrhen und ™" « 
men Methanol elulerv Die vere.nlgten Elua.e werden im V.kuum b.i auf den *"«'««Vl,"'^n«en.1 
dreimal mit je 0.2 1 Eihylacetat eitrahien. Die vere.nigien Ethylaeetatextrakte werden lur Troekne etngeengt 

'"berV^o'h^trUrw'ird^in 50 ml Methanol aufgenommen und an Uchroprep RP-18 2J-40nm (Slule: 
400 « 1 00 mm: nuO: 200 ml/mm: Merck Prepbar) isokratijch mit Methanol/Wasier 6/4 ehromaiographien. Die 
Epothilone enthaltenden Fraktionen (R. ca. 95-l23mln) werden durch RP I8 N'^erdruckchromaiogry^^^ 
aufgereinigt. (Slule 400 « 60; HD SII-l8.2b-60. Ubomatic: Uutmtitel: Methanol/Wajjer 65/15: FluB 25 ml/ 
min:R, Epothilon A: 140-165 tTiin:R. Epothilon B: 170-195 min. 
Die Feinreinigung der Epothilone erfolgt durch Krijtallitation aut 

1. Epothilon A:Toluol/Ethylacetat - 3:2 

2. Epothilon B: Eihylacetat 

Epothilon A 
C,»H»NO»S(493) 

FAB-MS (neg.lonen):429J5 lUr(MH)- 
iH-NMR-Dateni.Tab. i 
"C-NMR-Dateni.Tab.2 

UV(MeOH))l«..(l0g t) - 210(4. 17);249(3.97) 

l?^29!29U?»37: 1737: 1691: 1463: 1374: 1295: 1257: 1 185: 1 150: 1087: 1029: 1 OU 
DC:Rr - 0.75 

DC-Alufolie 60 F;m. Merck: Laufmitiel: 
Oichlormethan/ Methanol - 90 : 10 
Detektion:I.UV.U5$chungbei254 nm 

2. AMprtlhen mit Vanillin/SchwefeliJure-Reagenz und crhitien auf 1 :0*C. braunc Anfarbung 
HPLC:Ri - 5.4 min 

Slule:4 X 250mmUchro»orbRP l8 7 iim.Merck: 
FluO: 1.5 ml/min:Uufmittel: Methanol/ Watier -65:35 
Detektor: UV 254 nm 

Epothilon B 

C„H„NO»S15071 

FA B-MS (neg. lonen): 506J5 for (M - H)- 
>H-NMR-Oaiens.Tabi I 
>>C-NMR-Dateni.Tab.2 
UV(MeOH)>-«..(lo|e) - 210(4.17): 249(3.97) 

l^^WoJtWM^NShJS?!: 1735: 1689: 1629: 1609: 1463: 1378: 1250: 1149: 10.9:977 cm- 
DC: Rr - OJ 5 

IX-Alufolie 60 F:«, Merck: L*«i(mniel: 
Dichlonnetlun/Meth«Bo| - 90 : 10 
Ociekiion: 

HPLCiRi -Wmm 

Slult!4 » 2J0 mm Lichrbwrb RP-18 7 urn. Merck: 
FluO: IJ ml/min: Utrfmitiel: Methanol/Waiief -65:35 
Detektor UV 254 nm 
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Tabelle I 

' H - NM R- D Jicn der Epoihilone A und B 



Mom * " 



2a :.4 dd 2^2 ad 

2b ti2 <W 2-33 "Id 

] 4.19 dd 4.24 dd 

6 3Jm 3.28 m 

7 irsdd 375 dd 
g 1.7Jm 1.73 m 
9i 1 .4 m 1 .4 m 
9t> lJ2m Urn 
lOa 1.4 m 1.4 m 
lOb '•4 m 1.4 m 
111 1.42m 1.42 m 
lib 1.7 m 1.7 m 
12 2.9 ddd 

1] 3.01 ddd 2Jdd 
14a US ddd 1.9 ddd 

Ut, Zllddd 2.1 ddd 

IS S.4ldd S.4ldd 

17 f>i% 66 « 

19 6.99 1 6-M « 

21') 1.08 » 1.05 « 

22') 1J5» 'J6» 

23 l.lSd l.lSd 

24 0.93 d 0.92 d 
,j 2:051 2.051 

26 2A9. 2.69. 

27 - '^S* 
') Zuordnuftf venauuhbtr 
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Tabelle 2 

'■C-NMR-Datender Epoibitonc A und B 

Atom A B 







I70J 




la 1 


39.4 






773 


* 


S3i> 


ii2 




2195 


2\9M 


* 


43J 


i\t 
^ J.I 




74.7 


74J 


S 


36.4 


36.6 


9 


30J 


305 


10 


23j6 


22J 


II 


27A 


32J 


12 


57.4 


6U 


13 


S4j6 


6IJ 


14 


3I.T 


314 


15 


76A 


765 


16 


137.4 


137 J 


17 


I2at 


I20J|> 


18 


tsii 


IS2.I 


19 


tl6J 


tt6J 


20 


I6SA 


1611 


21 •) 


20.4 


I9J 


22*) 


2M 


2IJ 


23 


14.1 


13J 


24 


1 7.1 


17.t 


2S 


MA 


117 


26 


19.1 


I9j0 


27 




227 



*) Zuordnunf vtniuichbtr 



Paieniansphlche 



1 . Epoihilone der allgemeinen Formel: 

II M 




worin R- W.mn.o(f.C-C.AIk,UC.-O.Aci. Na*. 1/2 M,^ * od«.«.'J fa' 

Waucntoff Oder eint Methyignippe dantellL 
2. EpothileM dcr all|cnMtnm Formti: 




worin R' Wa»»«rno« od«f Mtihyl iiu 
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3. Epothilon. lekennzeichnet durtti cinen oder mehrcrc der folgcndcn Pantneier: 



■H-NMR-Oiirn '>C-NMR-Olicii 
Atom Atom 



2a 


2.4 


1 


170.3 


2b 


152 


2 


39.1 


I 


4.19 


3 


73.2 


6 


U 


4 


S3.0 


7 


X78 


5 


2195 


8 


1.73 


6 


43J 


<»» 


-.4 


7 


74J 


9b 


J2 


8 


36.4 


lOa 


1.4 


9 


30J 


lOb 


1.4 


10 


33j6 


•la 


1.42 


It 


21i 


lib 


17 


12 


57.4 


12 


23 


13 


54« 


11 


3.01 


14 


3IJ 


t4| 


lis 


IS 


76S 


|4b 


2.11 


16 


137.4 


IS 


5.41 


17 


120.1 


17 


6.6 


18 


152.1 


19 


6^9 


19 


lt6J 


21*) 


1.08 


20 


I65i> 


22') 


US 


21*) 


20.4 


23 


i.ts 


22*) 


2\A 


24 


0.93 


23 


I4.I 


2S 


2.0S 


24 


17.1 


26 


2Si 


2$ t 


15.6 






26 


19.1 



*) Zuordmntf vcftaincfibar. 



C»Hi.NO»S(493J 

FAB-MS(ne«. lonen): 49135 rar(M-H)- 
UV(MeOH)).«..(lote) - 210(4.17): 249(3.97) 

IR Film au( Inran: 

v:J429:2966: 2937: 1737: 1691: 1463: 1374: 1295: 1257: 1 185; 1 150: 1087: 1029: 1014:979 cm-' 
OC: Rr - 07S 

DC-AlufoItt 60 Fn4. Merck: Lauffflitiel: 
Dichlonmthan/Methanol - 90 : 10 
Oetekiion: 

1. UV-Lftschunf bci 2S4 nm 

1 Atitphihen mil Vanilin/Schwef elUure-Reajenz und erhitien au( 1 20* C. braune Anilrbunf 
HPLCR. - S.4niin 

Slule:4 * 2SOminLichroiorbRP-18 7um.Merck: 
FluO: I J ml/min:Laufmiiiel:Meth»BoJ/Wa$$«r - 65 : 35 
(3*l«klor:UVJ54(»m 

4. EpoihikMi. lekcnntcichnet dureh einen oder mehrere dcr folgenden Parameter: 
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*H-NMR.Oiicfi '<-NMR-Oiltn 
Atom Aiom 



2a 


2_22 (j^ 


1 


I70J 


t 


2b 


2J3 dd 




}9.4 




1 


i 94 AA 


J 


113 




£ 
D 


1?fl m 


4 


S3J 




» 


1 71 dd 
J./ 3 Qy 


J 


219.8 




g 


1.73 m 


( 


43.1 


It 




1 4 m 


7 


74J 






1.5 m 


g 


36.6 




lOa 


1.4 m 


9 


Via 




10b 


1.4 m 


10 


2ZJ 




11a 


1.42 m 


II 


32J 


IS 


lib 


1.7 m 


12 


6IJ 




12 




13 


617 




13 


:Jdd 


U 


32.4 




Ml 


1.9 ddd 


15 


76.9 




14b 


2.1 ddd 


16 


137 J 


JO 


IS 


S.4I dd 


17 


120jO 




17 


6.6 1 


18 


IJZI 




19 


6.991 


19 


II6J 




2f) 


1.03 < 


20 


1611 




22*) 


1J6l 


2f) 
22») 


I9J 


n 


23 


l.tSd 


21 J 




24 


0.92 d 


23 


13.7 




2S 


2.03$ 


24 


17.1 




26 


2.69 < 


23 


13J 




27 


1^8 > 


26 
27 


19.0 
22J 
(R'-CH,) 


JO 



*) Zuordnunf v«nttnctib*r 

C»H4iNO»S(507j 

FAB-MS(neg. lonen): J06J5 fOr (M-H)" 

UV (MeOHVU,. (log c) - 210(4.1 7): 249(3.97) 

IRFilmturinrtn: ..... .i 

V - J400:29S8:293I:2875:1735;1689:I6I9:1609:I463:I378:I250:II49: 1049:977 em 

OC:Rr - 07S 

DC-Alufolit 60 r>M. Merck: Laufmitid: 
Dichlormeihan/Methanei - 90: 10 
Deiektien: 

I. UV.Lfliehuin b«i 254 nm _ . 

i Antpnlhm mil VaBiUn/SchwtfeUlurtReajeni und »rtinit aufl 2r C braune Aftilf 0«n| 

HPLC:R. -6Jmm 

SIult:4 « 2JOmmLiehft)»orbRP-l8 7(im.Merek: 
FluO: I J mi/min: Uuimiticl: Mtihanol/Wan«f - 65 : 35 
DctektorUV2S4nm 

I Vfrfihftn turn HmieHen von Epoihilonen nart einem der voranuehenden Aniprtrte .dadurch gekenn- 
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50. degree, and the reaccion mixt. was adjusted to pH 7 with 1 M 
phosphate buffer to give 2 isomers, each in 19% yield. 
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with 1 M phosphate buffer to give 2 isomers, each in 19% yield. 
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